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(57) Abstract 



The invention concerns the use in a pharmaceutical composition for the prevention and treatment of papillomavirus-in- 
duced tumours, in particular the HPV-16 virus, of a recombinant poxvirus comprising an heterologous DNA sequence coding at 
least for the essential region of a non-structural papillomavirus protein as well as the regulation elements ensuring its expression 
in the higher cells. More particularly, it concerns the E5, E6, E7 proteins of the HPV-16 virus. 



(57)Abrege 

L'invention conceme Tutilisation, dans une composition pharmaceutique destinee a la prevention et au traitement des tu- 
meurs induites par les papillomavirus, en particulier le virus HPV-16, d'un poxvirus recombinant comportant une sequence 
d'ADN heteroiogue codant au moins pour la region essentielle d'une proteine non structurale d'un papillomavirus ainsi que les 
elements de regulation assurant son expression dans les cellules superieures. Plus particulierement, il s'agit des proteines E5, E6, 
E7 du vims HPV-16. 
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-1- 

COMPOSITION PHARMACEUTIQUE, UTILE A TITRE PREVENTIF OU CURATIF CONTRE LES 
TUWEURS INDUITES PAR LES PAPILLOMAVIRUS 

La priscntc invention concerne de nouvelles 
compositions vaccinales utiles contre les tumeurs 
Indultes par les papillomavirus » et plus particuliSrement 
contre les types HPV-16, HPV-18. RPV-31. HPV-33. HPV-35, 
g Les papillomavirus reprCsentent un groupe de 

virus i ADN. lis possfedent une coque protfiique et un 
gSnome d^ADN circulaire d*environ 7900 paires de bases. 
Un certain nombre de types de papillomavirus,, bovins 
(BPV), humains (HPV) ont 8t« identifiSs, et les ggnomes 
10 de certains ont €tC eomplitt«ent siqueneCs (1). 

Les travaux de recherche fondamentale qui ont CtS 
men€s sur ces virus ont aiosi conduit 1 distlnguer dans 
leur gSnome une rfiglon prCcoce et une rfigion tardive, par 
analogic avec le g£noae du virus du polyome et du SV40. 
15 La region tardive contient deux cadres de lecture LI et 
L2 qui codent pour les composants majeurs de la capside. 
La region prCcoce contient au moins les cadres de lecture 
EI, E2, E4, £5, £6, £7 et £8. Les protSines codSes par 
ces cadres de lecture possident des fonctions 
20 difffirentes* Trois de ces prot€ines sont impliquSes dans 
les processus de transformation oncogCnique des cellules 
InfectSes* La protSine ES de BPV-1 qui possSde un 
important pouvoir de transformation et qui pent in vitro 
transformer des cellules de faqon indCpendante (2) est 
25 codfie par la partie 3* de la rfigion prCcoce. Les 

protSines £6 de BPV-1 et £7 de HPY-'lb sont codCes par la 
partie 5' de la rSglon prficoce et sont impliquSes dans 
I'induction et le maintien de la transformation oncogene. 
Ces deux protSines semblent dSriver d*un gine ancestral 
30 commun par duplications successives d*un peptide de 

33 acides aminSs (3). Le p uv ir transformant de E7 a StS 
dSffl ntrS p ur HPV-16 et 18 (4, 5, 6). Parmi les autres 
protSines prScoces, El et E2 possident un rOle dans la 
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replication et/ou I'expression du virus alors qu'il n*a 
pas ete mis en evidence de fonction A E4 et E8. 

Chez I'homme, les HPV sont associSs ^ des 
5 pathologies allant de I'infection benigne de la peau, aux 
verrues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont 
hauteraent specifiques des tissus cibles, notamment les 
§pithSliums de I'Spiderrae des voies ggnitales, orales et 
respiratoires (7). Les donnges SpidSmiologiques suggSrent 
10 forteraent le r51e de certaines souches d'HPV dans le 

cancer du col de I'uterus et des voies basses (tumeur le 
plus frgquemraent fatal chez la femme). L'ADN de HPV-16 et 
HPV-I3 est retrouvee dans la plupart des biopsies 
provenant de cellules cancereuses ggnitales, plus 
15 raretnent on dgtecte HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39 et 
HPV-45. 



Les pathologies associges aux virus HPV posent un 
problSme thgrapeut ique du fait de leur nature persistante 
20 et rgcurrente. De nombreuses approches ont dgj3 etg 
utilisges dans le traitement de ces maladies : la 
chirurgie, la chimio t hgrapie , les agents antiviraux et 
1 ' immunothgrapie (8) • 

25 En particulier, la publication europgenne de 

brevet EP-A-0133123 dgcrit une approche de vaccination 
contre une Infection par les papillomavirus qui consiste 
i prgparer par ggnie ggngtique des protSines de la 
capside du virus, c'est-a-dire des protgines de structure 

30 correspondant done I la rggion tardive du virus, et i les 
utiliser comme agents immunogSnes. Dans ce document, les 
moyens dgcrits visent a une protection contre une 
Infection par les virus eux-mfimes, et done 3 priori 
contre toutes les formes d'infectiona susceptibles de se 

35 dgvelopper. 



^UILLE DE REMPLACSMENT 



wo 90/10459 



PCr/FR90/00151 



3> 

La prfisente Invention vise plus prgcis6ment 
I'obtention de vacclns actifs, i tltre prSvenclf ou 
curaclf contre les tumeurs malignes resultant d*une 
infection prSStablie par HPV. 

5 

La prgsente invention repose sur 1 ' observation 
que la formation des tumeurs induites par les 
papillomavirus est due 3 I'expresslon des gSnes prgcoces 
des virus. 

10 

L'invention a done pour objet des compositions 
pharmaceut iques carac t€r Isfies en ce qu*elles contiennent 
a titre de principe actif prfiventif ou curatif au moins 
un poxvirus recombinant qui comporte une sSquence d'ADN 
15 hetSrologue codant au moins pour la rfiglon essentielle 
d'une protSine prScoce d'un papillomavirus alnsi que les 
elements de regulation assurant son expression dans les 
cellules supgrieures. 

20 Par rggion essentielle de ladite protfiine, on 

entend designer la partie de la sSquence protSique 
capable d'induire une immunitS anti tumorale • 

Les compositions vaccinales selon I'invention 
25 peuvent Stre utilisfies i des flna variSes. Elles peuvent 
8tre utilisfies 3 titre prfiventif, pour empScher 
I'apparition de tumeurs malignesi soit avant toute 
infection par le virus, solt encore aprfis une infection 
ayant causg des troubles bSnins, par cralate de voir 
30 d*autres tissus attaints et se transformer en tissus 
cancgreux. Elles peuvent potent iellement Stre aussi 
utilisSes i titre curatif, pour falre disparattre une 
tumeur dgjd installSe, ou en complSment ou substitution 3 
une ablation. Ces utilisations peuvent c ncerner I'homme, 
mais aussi I'animal, en particulier les b vins pour la 
prSvention des infections par le virus BPV. On pourra 
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utillser, le cas ^cheanc le poxvirus recombinant avec un 
support pharmaceut iqueraent acceptable pour son 
inoculation I I'homme ou a I'animal. 

5 Etant donnees les observations qui ont ete 

faitest et rappelSes plus haut sur la frequence 
d'infection par HPV de type 16-18-31-33-35-39 et 45 dans 
les cas de cancer du col de I'utlrus, I'invention 
concerne plus part iculiSrement des compositions 

10 vaccinales utiles contre HPV-16, HPV-18, HPV31, HPV33, 
HPV-35, HPV-39 et HPV-A5. 

C'est pourquoi I'inventlon a pour objet une 
composition vaccinale telle que dSfinie prficedemment dans 
ISlaqueLle le poxvirus comprend au moins une sfiquence d'ADN 
codant pour au moins une protfiine non-s tructurale du 
virus HPV de type 16, 18, 31, 33, 35, 39 ou A5 et en 
particulter du virus HPV-16. 

20 Comme rappelS prgc^demment , la structure des 

virus de la famille des papillomes, en particulier BFV-1 
et KVP, est telle qu'il existe au moins 7 cadres de 
lectures susceptibles de correspondre I des fonccions 
protSiques bien spScifiques des mScanismes d'action du 

25 virus et du maintien du gSnome viral* C'est pourquoi 11 
peuC etre intSressant de pr§parer des compositions 
pharmaceuciques qui expriment dans I'organisme humaln 
plusieurs procaines simuItanSment • Cecl peut Stre obtenu 
soit avec plusieurs poxvirus exprimant chacun une 

30protSine donnSe, soit avec un poxvirus contenant 

plusieurs sequences d*ADN h£tgrologue correspondant aux 
prot£ines choisies • 

Bien entendu, le poxvirus recombinant comportera 
35 1*ensemble des SlSments ngcessaires % l*expression des 
pr tSines dans les cellules supSrieures, c.S.d. gengra- 
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leraent an promoteur de la transcription du gSne et ane 
rSgion d'initiation de la traduction dans la cellule 
h6te ; de prSfSrence le promoteur sera le promoteur d'un 
gSne du poxvirus utilisS. 

5 

Parmi tous les poxvirus envisageables , on choisit 
de pr€f§rence le virus de la vaccine, car il a d€jt etg 
Stabli que les antigSnes exprimSs par le virus de la 
vaccine recombinant sont correctement prSsent^s i la 
surface des cellules infectSes et permettent l^induction 
d*une r^ponse immunitaire de type cellulaire» Ces 
c i rcons tances sont done part iculi^rement favorables 
puisqu*ll est connu que 1 ' Elimination des cellules 
tumorales Implique l*immunitS cellulaire4 

15 

Lorsque le poxvirus est le virus de la vaccine, 
on utilisera de pr€fSrence comme promoteur celui du gine 
de la proteine 7,5 K du virus de la vaccine. L^ensemble 
promo teur^sequence codant sera ins€r£ dans une rSgion non 
20 essentielle du virus ; par exemple, dans le cas du virus 
de la vaccine, le g3ne de la thymidine kinase (TK) ce qui 
perraettra une selection aisSe des virus recombinants TK". 

GfinSralement , le virus vivant est inocui€ S 
25 I'homme ou i I'animal. Toutefois, on peut aussi envisager 
d'injecter Jt I'homme ou 3 I'animal le virus recombinant 
tug, prSsentant i sa surface les protSlnes choisies, ou 
les protSines purifiSes i partir de cultures cellulaires 
Lnfectges par les virus de la vaccine recombinants* 

30 

Les compositions pharmaceut iques selon 
I'tnvention peuvent 8tre pr6par6es selon des procedSs 
connus dans le domalne des vaccina, et les doses 
appllcables pourront varier dans une large gamme. Elles 
35 seront fonction notamment de I'fitat du patient et 

d*autres paramStres qui seront SvaluSs par le praticien. 
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aprls, qui dScrivenc d'une part des risultats de 
vaccination sur animaux auxquels on a injecte des 
cellules transf ormees par le virus du papiliome bovin 

5 (BPV-l) et, d'autre part, des resultats de vaccination 
sur animaux auxquels on a InjectS des cellules 
transformees par le virus du papiliome humain (HPV-16). 
In decrit en particulier le clonage et le sSquen^age des 
ADN correspondant aux cadres de lecture aux protSlnes E5, 

10 E6 , E7 de KPV-16 ainsi que les rSsultats de vaccination 
obtenus avec des virus recombinants exprimant ces 
p roteines . 

La description dStaillSe de I'invention sera 
15 accompagnSe par les figures 1 i 7 qui reprSsentent : 



par 3PV-1 (FR3T3 BPV-1-6). 

- la figure 3 reprSsente la pfiriode de latence du 
dSveloppement des tumeurs chez des animaux 
vaccinSs avec les virus de la vaccine 
recombinants exprimant les produits des cadres 



20 



la figure 1 reprSsente le gel SDS-PAGE des 
immunoprScipitSs des produits des cadres de 
lecture El, E2, E5 et E6 de la rSgion precoce 
du ggnome du papillomavirus bovin BPV-l. 



25 



30 



la figure 2 reprSsente la pgriode de latence du 
dgve loppement des tumeurs des animaux vaccines 
avec les virus de la vaccine recombinants, 
exprimant les produits des cadres de lecture 
El, E2, E5, E6 ou E7 du papillomavirus bovin 
BPV-l (VVbEl, VVbE2, VVbES, VVbE6 et VVb£7), ou 
un virus de la vaccine recombinant t€moin, VV-0 
(n'exprtmant pas une protSine de BPV-l) et 
gprouvSs avec des cellules FR3T3 transformSes 



FEUILLE DS REMPLACEWES^T 



PCr/FR90/00l51 
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de lecture E5, E6 et E7 du papillomavirus bovin 
BPV-1 (VVbE5. VVbE6, VVbE7) ou une association 
VVbE5-VVbE6 ou VVbE5-VVbE7 ou un virus de la 
vaccine recombinant temoin VV-0 (n ' expr iaant 
pas une protSine de BPV-1) et SprouvSs avec des 
cellules FR3T3 transformSes par BPV-1 (FR3T3- 
SPV-1-3). 

la figure 4 reprSsente schSma t iqueraent la 
structure du bac t gr lophage M13 E7/E6 (HPV-16). 

la figure 5 reprSsente schfioat iquement la 
structure du bacteriophage M13 E5 (HPV-16), 

la figure 6 reprSsente la sequence de I'ADN 
coraplSmentaire du cadre de lecture E5 (HPV-16). 

la figure 7 reprSsence le gel SOS-PAGE des 
immunoprScipltSs des produits des cadres de 
lecture E6 et E7 de la rSgion prficoce du genome 
du papillomarivus humatn HPV-16. 

la figure 3 reprSsente I'gvolution de la taille 
des tumeurs chez des animaux vaccinas avec le 
virus de la vaccine recombinant exprimant le 
produit du cadre de lecture £6 du 
papillomavirus huoaln HPV-16 (VVhE6) et 
SprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transformSes par HPV-16 et un oncogSne ras. 

la figure 9 reprSsente l*Svolution de la taille 
des tumeurs chez des anlmaux vaccinSs avec le 
virus de la vaccine recombinant exprimant le 
produit du cadre de lecture E7 du 
papillomavirus humaln HPV-16 (VVhE7) et 
SprouvSs avec des cellules prlmalres de rat 
transformSes par HPV-16 et un one gSne ras. 
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Exemple L : Inhibttion du de veloppenient des tumeurs 
indulces par le virus du papillome bovin 
(BPV-1) par vaccination par des virus de la 
vaccine recombinants exprimant les proteines 
5 prScoces de BPV-l. 

a) Construction des virus de la vaccine exprimant les 
protgines prScoces de BPV-1 

10 Le plasraide pM69 (9) contient la rSgion precoce 

du genome de BPV-L inserg en tant que fragment Hindlll- 
BamKI dans les sites Hindlll et BamHI du plasmide pML2 
(9). Des sous-fragments contenant les cadres de lecture 
El, £2» £5, £6 et E7 sont excis&s par digestion avec des 

^5enzyraes de restriction (voir tableau I) et introduits 
dans les bacteriophages H13TG130 ou M13TG131 (10) puis 
soumis I une mutagfingse localisSe dirigSe par oligonucleo- 
tide avant d'etre transfSrSs dans le plasmide pTG186 poly 
(II). Ces Stapes sont rgcapitulSes dans le tableau I. 

20 

LSgende du tableau I : 

[a] : les nuclSotides soulignSs pr€clsent les bases non 
25 apariSes 3 la sequence parentale de BPV-1 

[b] : le codon d'inltiation de la traduction et le site 

de restriction utilises dans le clonage sont 
soulignSs . 

[c] : il n'a pas 6ti possible d'lntrodulre le fragment 

30 Eco RI - Bam HI du plasmide pM69 contenant le cadre de 

lecture £5 dans le bacteriophage M13TG131 dans 
1 ' 0 r ientat ion dSsirSe : les clones sont obtenus dans 
1' orientation inversfie dans laquelle deux fragments 
de plasmldes indSpendants sont clonSs ; la 
mutagSnSse par ollg nucleotide correspond done I 
l*autre brln de I'AON. 
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[k] : extr^micS produite par digestion par une enzyme de 
restriction puis tralteraent avec le fragment Klenow 
de i'ADN polymSrase I de E. coll avant le clonage ; 

na : non appliquable. 



Tableau I : Clonage et mutagSnSse des sous-fragments du 
gSnome de BPV-L pour leur transfert dans les 
virus de la vaccine. 



10 



BPV-1 

• cadre de • vecteur 



lecture 
• fragment 



15 



• site 



Mutaggndse 

• sSquence (5' -3') 
des oligonuclSo* 
cldes utilises [a] 

• sequences au site 
d 'initiation de la 
traduction [b] 



Clonage 

• fragment 

• vecteur 

• site 



El M13TG130 
20 ^^"^^^ BamHl[k]-XbaI 



na 



(TCGCGAGCGTCATGG) 



BamH I -SstI 
pTG186poly 
BamHI-SstI 



E2 



M13TG131 



EcoR I -Spel EcoRI-Xbal 



25 



GAGGAGGATCCTGAAGAGGA 



(GGATCCTGAAGAGGATGG) 



BamH I 

pTG186poly 

BamHI 



E5 M13TG131 AGATTTCCCATAGTCGACCAGTCA[ c ] Sall-BamHI 

EcoRI-BamHI EcoRI-BamHI pTG186poly 

30 (GTCGACTATGG) Sall-BamHI 

E6 M13TG130 CAGACCCCGGATCCAACATGGACCT BamHI-Xmalllf k] 

Kpal-Smal Smal pTG186poly 

(GGATCCAACATGG) BamHI-Smal 

35 

E7 M13TG130 TGCTACGACTCGAGCAAACATGGTTCA XhoI-EcoRI 

Hpal-Smal Smal pTG186poly, 

(CTCGAGCAAACATGG) Sall-EcoRI 
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La mutagenSse Localisee dirtgee par 
oligonucleotide permet d'introdaire une sequence 
consensus de I'initiation de la traduction au niveau du 
codon d'initiation de nianiSre 3 assurer I'expression 
5 correcte aprSs transfert dans le virus de la vaccine. 

Dans chaque cas, 1 ' o ligonuc ISo t ide de synthase introduit 
un site de restriction unique juste avant la sequence 
determinant le debut de la traduction. 

10 Dans le cas du cadre de lecture de El, il n'est 

pas necessaire de faire de rnutaggnase localisSe du fait 
de la presence d*un site de restriction dans le genome de 
BPV-1 (site Nrul en position -11 par rapport I I'ATG 
initiateur et d'une sfiquence quasi consensus de la rSgion 

15 d'initiation de la traduction (GCGTC ATG G) : le nucleotide 
G en position -3 est presque aussi efficace que A Hans 
l*initiation de la traduction. 

Oes cellules primaires d'eobryon de poulet sont 
20 cultivees A 'il'^C dans un milieu HEM (Glbco) supplSraente 
avec 10 % de s€rum de veau foetal. Elles sont 
s imult anSment soumises ^ une Infection par un virus de la 
vaccine thermosensible et I une transfectlon par les 
vecteurs d'expression/t ransf ert portaat les segments 
25 insures de BPV-1 et par I'ADN du virus de la vaccine type 
sauvage. AprSs sSlection, on isole selon les techniques 
courantes, des recombinants de la vaccine dans lesquels 
I'expresslon de la sSquence insfirge est sous le controle 
du promoteur 7.5 K du virus de la vaccine. 

30 

Les virus de la vaccine recombinants (VV) 
exprimant les protSines prficoces de BPV-1 El, E2, E5, £6 
et S7 sont appelSs respect I vement VVbEl, VVbE2, VVbE5, 
VVbE6 et VVbE7. 
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^> Expression de El, E2, E5, E6 et E7 dans les cellules 
infectges par les virus recombinants 

Des cellules BHK-21 sur milieu de Eagle modlfie 
g par Dulbecco MEM.BME (GIBCO) supplSmentg avec 10 % de 

serum de veau foetal (GIBCO) sont Infectges avec I'un des 
six virus recombinants avec une raultlplicltg 
d'approxlmatlvement 20 unitgs formant plaque (ufp) par 
cellule. 

10 . 

Apr$s une heure \ Sy^C, du milieu frais est 
ajoute et les cellules sont Incubges pendant deux heures. 
Le milieu est retirg, les cellules lavges une fols. Du 
milieu MEM.BME sans mgthlonlne et/ou cystglne et 

^5 supplementg avec 5 % de sgrum de veau foetal dlalyse est 
alors ajoutg. Le marquage est effectug avec 0.5-1 mCi/ml 
de L-ragthlonlne-35S et/ou L-cystgine-35S (Amersham) 
pendant 3 heures 3 37**C. Les cellules alnsl marquges sont 
rincees deux fols avec 20 mM Trts. HCl pH 7,2 ; 150 mM 

20 ^aCl (tampon TS) contenant de I'aprotinlne (1 Ul/ml ; 

Siosys, France), collectges par grattage et rincees par 2 
cent rlf ugatlons dans du tampon STE (20 mM Trls. HCl pH 
7,2 ; 150 mM NaCl ; 1 mM NajEDTA ; 1 Z aprotlnine). Les 
cellules sont lysges dans du tampon RIPA [50 mM Trls, HCl ; 

25 pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1 mM NAjEDTA ; 1 Z Triton X-100 ; 
1 % NaDeoxycholate ; 0,1 Z SDS] ou fractionnges pour 
dgtermtner la localisation subcellulalre des protgines de 
3PV-1. 

30 L • Immunoprgclpltation et le SDS-PAGE sont 

effectugs sulvant la procgdure dgcrlte par Davis (12). 
Des antlsera polyclonaux de laptas, dressgs contre les 
protgines de fusion bactgriennes correspondant aux cadres 
de lecture El, E2, E5, E6 et E7 sont obtenus par la 

35 mgthode classique connue de I'homme du mgtier, voir par 
exemple les rgfgrences (13) et (14). 
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Les cellules InfectSes avec VVbEl produisent une 
protSine nuclfiaire de 69kD qui est specif Iquement 
ceconnue par I'antisfirum anti-El (fig. 1, bande I, la 
bande 2 correspond 3 une immunprficipitation avec un serum 

5 non immun)# Les cellules infectfies par VVbE2 contiennenc 
un niveau SlevS d'un polypeptide de 48 kD prfisentant une 
rSactivitS croisSe avec E2 et correspondant 3 la protSine 
de cransactivation majeure codSe par le cadre de lecture 
E2 de BPV-1 (fig. I, bande 3 et contrSle, bande 4). Ce 
polypeptide est dSteccS dans toutes les sous-fractions 
cellulaires examinfies^ conformSment i ce qui a iti dScrit 
pour la protfiine E2 de cellules traasformSes par BPV-1 
(15). VVbE6 code pour une protSine de 15,5 kD 
spSci f iquement prScipitSe par le sfirum anti E6 (fig. 1, 

15 bande 6 et contr61e bande 7} et localisSe 3 plus de 
50 % dans la fraction cy top lasmique comma pour la 
protSine E6 des cellules transformSes par BPV-1 (16). Les 
cellules infectSes par VVbE5 produisent un polypeptide de 
7,5 kD associS aux membranes cellulaires (fig. 1> bande 7 

20 et contrSle, bande 8), localisation caractSr is t ique de la 
protSine E5 de BPV-1 (17). Les expSriences 
d * immunoprScipitation avec I'antisSrum anti-E7 ne 
prSsentent pas de rSactivitS croisSe. NSanmoins, 
I'analyse des vecteurs d'expression rSvSle la prSsence du 

25 cadre de lecture de E7 dans une orientation correcte et 

nous supposons que E7 est ef f ectivement produite mais que 
pour une raison inconnue elle n*est pas prScipitSe par 
I'antisSrum disponible. 



30 c ) Vaccination centre les cellules tumorales induites par 
BPV-1 



Des groupes de rats femelles (Fischer) IgSes de 
4 semaines sont inoculSes par vote intradermale ou 
35 intrapSritonale avec les dlffSrents virus recombinants 
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une dose de 10^ ufp dans 100 }iL). lis sublssent une 
injection de rappel avec la meme dose aprSs L2 jours ec 
sonc soumls i une Inoculation d'Spreuve, entre le L6e ec 
le I7e jour avec des cellules 3T3 de llgnfies syngeniques 
5 de rats Fischer (FR3T3) Cransformges par BPV-1 selon Le 
protocole decrit dans les rSfgrences (9, 18) et appelSes 
FR3T3-BPV-1-6. Pour ceci, 2x10** cellules sonc injeccges 
par voie sous-cutange dans un volume de 200 ^1 de milieu 
MEM.BME sans sgrum. 

Les rgsulcacs sont reprgsencgs sur la figure 2 : 

cous les animaux contr61gs, vaccings avec VV-0 
dgveloppent des tumeurs aprSs une pgrlode de 
latence de 43 jours en moyenne. 

les animaux vaccings avec VVbEl ou VVbE2 ne 
prgsencenc pas de modification dans le 
developpement des tumeurs. 

les animaux vaccings avec VVbE5 , VVbE6 et VVbE7 
^)rgsencenc un retard significatlf de I'apparition 
des tumeurs. De plus dans quelques cas, il n*y a 
pas de dgveloppement de tumeurs (> 250 jours 
aprds I'gpreuve), points reprgsentgs dans le 
cadre en haut de la figure. 

Ces expgriences sont rgpgtges en effectuant 
I • inoculation d^gpreuve avec des cellules de la lignge 
FR3T3 transformges par BPV-1 selon le protocole dgcrit 
dans les rgfgrences (9, 18) et appelges FR3T3-BPV-1-3 . 
VVbEl et VVbE2 gtant sans effet, seuls VVbE5, E6 et E7 
sont testgs et deux groupes de rats sont Inoculgs avec 
2 virus recombinants slmultangment , soit VVbE5 et VVbE7 
3^ soit VVbES et VVb£6 afln de mettre en gvidence un 

gventuel effet cumulatif de ces antlgdnes. La figure 3 



15 



20 
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confirme I'effet benefique d * une vaccina t ion par VVbES ec 
VVbE7 (les points dans le cadre du haut de la figure 
correspond aux animaux qui ne developpent pas de 
tumeur) alors que VVbE6 reste sans effet notable dans 
5 cette situation. De plus il n'apparatt pas d'effet 

cumulatif marque lors de 1' association VVbES, VVbE7. 

Exemple 2 : Clonage du genome du virus HPV-16. 

Les cellules de la lignee CaSki (ATCC 1550) 
contlennent le genome du virus HPV-16 intSgrS dans un 
chromosome. A partir de 10 fioles de 75 cm^ de cellules 
CaSki semi-confluences, I'ADN gSnomique total est purifiS 
de la fa(;on suivante : les cellules sont rScuperSes par 

^5 grattage, centrifugees et lavSes puis reprises dans 15 ml 
de tampon TE [iris 10 mM pH 7,5 ; EDTA 1 mM] + 0,5 % SDS. 
Aprgs traitement ^ la proteinase K (7,5 mg/15 ml) i 37^0 
pendant 16 heures, 1*ADN est stockg i 4**C. De cette 
faQon, 1 ml de solution contenant 0,6 mg d*ADN est 

2Q obtenu. 

70 ^g de cet ADN sont soumis I une digestion 
partielle par I'enzyme Mbol (10 min. ; 40 unitSs) puis 
dSposSs sur un gradient linSaire (20 2 - 40 %) de 

25 sucrose. AprSs centrif ugation (rotor SW28, 16 heures A 

25 .000 t, 20*0), des fractions de 500 \xl sont collectSes. 
Les fractions contenant de I'ADN de taille comprise entre 
10 et 20 kb (fraction 23-26) sont rfiunies, dialysSes 
contre du tampon TE, puis prScipltSes 31 l*£thanol. De 

3Q cette fagon, 5 pg d*ADN sont obtenus. 

Afin de disposer d*un vecteur de clonage pour 
1*ADN dScrlt pr£c6demment , 1*ADN du bac tSr iophage lambda 
EMBL 301 (19) est diggrfi par I'enzyme de restriction 
35 BamHI. AprSs extraction au phfinol-chlorof orme et 

precipitation 3 I'Sthanol, I'ADN est resuspendu dans du 
tampon TE. 
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L'ADN gSnomique des cellules CaSkl ec i'ADN du 
bac tSriophage lambda sonc ensulce ligues selon un 
prococole classlque (I ug de vecceur, 2 ^ig d'ADN 
gSnoraique). AprSs empaquetage de I'ADN grSce i une 
^ crousse commerclallsee par Aoersham, an total de 
0,75 X 10^ clones IndSpendancs est obtenu. Ces 
bactgriophages sont etales avec des bactSrles E, coll 
T358 sur 13 bottes de 14 cm de dlamStre ec sur milieu LBM 
afin d'etre cribles avec des oligonuclSot ides 
synthetiques dgduics de la sSquence du virus HVP-16 
[(EMBL) PA16]. 



Le criblage de I'ADN des bac tSriophages 
recombinants est effectug de fagon classique pour I'homme 

^5 de metier. Les oligonuciSo tides 1817 (sfiquence 5' 

CATGCATGGAGATACACCTACATTG 3' ; cadre de lecture E7* et 
1818 (sSquence 5' GTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT 3'; cadre de 
lecture E5) raarqufis radioac t i vement au 32p^ sont mSlanges 
et hybridSs 3 I'ADN phagique (transfgrfi sur des flltres 

20 <ie nitrocellulose) pendant 16 heures i 55*C dans un 
tampon SSC concentrg 6 fois. Les filtres sont ensuite 
laves dans les mSmes conditions de strlngence, 10 signaux 
positifs (I-IO) ont fits obcenus. La zone des bottes de 
pStrl correspondant 3 ces signaux est reprise dans 1 ml 

25 de tampon LBM, Ces suspensions sont rfiStalSes sur des 

bottes de pgtri 0 10 cm (2-10 ^1 de suspension par botte) 
en double et un criblage secondaire est effectuS avec les 
oligonuclSotides 1817 et 1818 sfiparSment. Les signaux 
correspondant aux phages obtenus i partir des premiers 

30 Isolements 4 et 5 gtant les plus intenses, ces deux 
t clones sont choisis pour la suite des expSriences. 



Des minicultures de bactfirles E* coli Q358 
infectges avec le bactgr iophage , isolg 3 partir des 
35 sous-clones 4-1, 4-2, 5-1 et 5-2 sont rgalisges. L'ADN de 
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ces clones est purifig ec soumis S digestion par L'enzyme 
de restriction PstI afin d'analyser les recombinants 
sSIect ionnSs . 

5 AprSs migration sur un gel d'agarose 1 %, les ADN 

ci-dessus sont transfSres sur une membrane de 
nitrocellulose selon la techniqe de Southern. Ces 
membranes sont ensuite incubSes avec les deux 
ollgonuclSotides 1817 et 1818 marquSs au 32p action 

10 de la polynucleotide kinase comme prScSdemment • AprSs 

hybridation et lavage de la membrane, cette derniSre est 
soumise a autoradiographies Deux bandes cor respondant a 
des ADN de tallies 1063 et 1772 pb respecti vement sont 
revSlSes ainsi, Indiquant que les clones A-1, 4-2, 5-1 et 

^5 5-2 poss^dent le ggnome du virus HPV-16. 

Exemple 3 : SSquenqage des ADN correspondaat 3 E6, E7 
et E5 

20 bacteriophage 5-1 est cholsi pour les 

experiences ultSrieures. Afin de disposer de quantites 
importantes de I'ADN de ce clone une preparation d'ADN a 
partlr de 500 ml de bactSrie E. coll Q358 infectSes est 
r6alis6e selon un protocole classique. 800 jig d'ADN sont 

25 ainsi obtenus. AprSs digestion par I'enzyme PstI, I'ADN 
est soumis i 1 ' SlectrophorSse sur gel d'agarose 1 % 
contenant du bromure d'Sthldium et vtsualisS sur une 
lampe UV. Les bandes de gel correspondant aux tallies 
1063 et 1772 pbs sont dScoupSes et 1*ADN est extrait en 

30 utilisant une trousse "Geneclean" (BlolOl Inc). Get ADN 
est ensuite ligufi dans un bacteriophage M13TG130 ouvert 
au site PstI et transform^ dans des bactSrles compStentes 
E. coli NK522. 
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L'ADN des bac t S r 1 o phage s Ml 3 recombinant est 
purieig I partlr de mi nlcul tares (1,5 ml) et analysS 
digestion avec des enzymes de restriction. Un clone 
contenant la bande HPV-16 1063 pb (M13 E5) et un clo 
5 contenant la bande HPV-16 1772 pb (M13 E7/E6) sont 
sSlec t tonnSs . 



Afin de limiter le travail de s6quen(;age et comme 
les ADN recherchgs sont ceux correspondant aux cadres de 
10 lecture E5, E6 et E7, seules les rggions des fragments de 
restriction PstI correspondant aux protSines E6 et E7 
(M13 E7/E6) et E5 (M13 E5) sont sSquencges, grSce S des 
oligonuclSotldes synthgtiques de sequence 

15 5» ATCTAACATATATTC 3' et 5» GTTGTTCC ATAC AAA 3' pour M13 E7/E6 " 

et 

5» CrCTGCCTATTAATAC 3* pour M13 E5. 

La figure 4 prfisente la structure du bacteriophage M13 
20 .E7/E6 et la figure 5 celle du bacteriophage M13 E5. La 

sequence obtenue pour E7 rgvSle une homologie totale avec 
la sSquence contenue dans les banques de donnSes PPH16. 
Pour E6 on observe deux mutations : G t la place de A en 
position +46 et G a la place de T en position +264 par 
25 rapport i I'ATG initiateur de E6. Pour E5, on obtient la 
sSquence reprSsentfie a la figure 6, qui diffdre par 
quelques bases de la sSquence contenue dans la banque de 
donnSes . 

30 Exemple 4 : Clonage des fragments d'ADN portant E6, E7 et 
E5 dans le vecteur de transfert. 

Avant d'intSgrer les ADN codant pour ces 3 cadres 
de lecture dans des virus de la vaccine recombinants, il 
35 est nScessaire de les modifier afin de disp ser de sites 
de restriction uniques en am nt et en aval des gdnes et 
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d 'amSllorer les sequences autour de L'ATG Inltlateur afin 
d'obtenir une bonne traduction ec an niveau Slevg de 
protSlne synch6cls€e. 

5 a) Cadre de lecture E6 

Un site de restriction Sail et un site SphI sont 
crSSs respect iveme nt en amont et en aval de la sSquence 
codant pour E6 grace 3 deux oligonucleotides 
10 synthgt iques , en employant une technique de mutaggnSse 
localisfie dirigSe par oligonuclSotide (trousse 
Araersham). Ces deux mutations ponctuelles sont r6alis§es 
slmultanfiraent en utillsant les oligonuclSot ides 
suivants : 

15 

5' GTTAGTATAAAAGTCGACCCACCATGCACCAAAAGAG 3' 
5' CATGCATGCAGATACACC 3V 

20 Un nuclSotide A en position -3 par rapport i 

I'ATG est incroduit a la place d'un nuclSotide T en meme 
temps que le site Sal I. 

Les bacteriophages obtenus sont analysSs par 
25 digestion avec des enzymes de restriction et par 
s6quen<;age. Un clone est retenu pour la suite 
dSsigng M13TG1181. Le fragment de restriction Sall-Sphl 
est ensuite clong dans le vecteur pTG186 poly (II) ouvert 
aux sites Sail et SphI (pTG219B). Ce vecteur permet le 
3Q transferc de I'ADN dans le gSnome du virus de la 
vaccine . 

b) Cadre de lecture E7 

35 site de restriction PstI et un nuclgotide A en 

position -3 sont introduits en amont de la sSquence 
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codanc pour la procSlne E7 par mutagenSse localtsee 
grace i i ' o ligonuc leo t ide suivant : 

5' GTAGAGAAACCCTGCAGCCACCATGCATGGAG 3' 

5 

Plusieurs clones ont StS obtenus. L'un d'entre 
eax conttent an Cragraeat de restriction PstI de 350 

pb, esc sSquencS dans la zone correspondanC i la 
mutation. La sequence correspond bien 3 la mutation 
attendue (ML3TG1182). Le fragment de restriction PstI est 
ensulte insfirS dans le plasmide pTG186 poly ouvert au 
sice PstI (pTG2l99). 

c ) Cadre de lecture E5 

15 

Un site de restriction PstI est introduit en 
araont de 1 ' ATG initiateur du cadre de lecture E5 
(position 3851 dans PPH16) par rautagSnSse localisge grace 
a L ' 0 LlgonuclSotide suivant : 

20 

5' GTCTACTGGATTTACTGCAGTATGACAAATCTTGAT 3' 

Un site de restriction EcoRI est introduit en aval 
du codon stop grSce i 1 ' o ligonuclSot ide suivant : 

25 

5' GTATATGTACATAATGAATTCTTACATATAATTGTTG 3* 

Ces deux mutations sont introduites 
s imult anSment (trousse Amersham) . Le clone retenu pour 
30 la suite est dfisignS par bllBTG 3151. Le fragment de 
restriction Pstl-EcoRI est ensuite insfirg dans le 
plasmide pTG186 poly ouvert aux sites PstI et EcoRI 
(PTG3180). 
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^''^"P^^ ^ • Construction des virus de la vaccine recombinants. 

Les plasmides pTG2198, 2199 et 3180 sont 
utilisgs pour transferer Les cadres de Lecture E6, E7 ec 
E5 dans un virus de La vaccine (souche Copenhagen) comrae 
dScrit prScgdemment. Les virus recombinants oQ les 
sSquences codantes sont sous Le contrSle de proooteur 
7,5 K de la vaccine sont appelSs VVhE6, VVhE7 et VVhE5. 

Des celluLes BHK-21 sur milieu MEM.BME supplgnente 
avec 10 % de serum de veau foetal sont infectSes avec 
I'un des trois virus recombinants avec une raultiplicltl 
d ' approximativement 20 ufp par cellule. 

AprSs incubation suivant le protocole dScrit 
prScedemment, les cellules sont rScupSrges, lysSes" et 
fractionnSes afln de determiner la localisation 
subcellulalre des protSines de HPV-16. 

20 L'expresslon des gSnes E6 et E7 est v6rifige par 

ImmunoprScipltatlon des protSines (marquies a la 
cystSine ^'S) synthStlsfies . 

Les ancicorps polyclonaux dressSs centre les 
25 protSines de fusion bactSrlennes correspondant aux cadres 
de lecture de E6 et E7 sont obtenus par la mSthode 
classlque connue de I'homme du mitier et dScrite dans les 
rSfSrences (20) et (21). 

30 Les cellules infectSes par VVhE6 produlsent une 

ptotSine cytoplasmtque de 18 kD qui est spSci f iquement 
reconnue par I'antisSrum anti-E6 (fig. 7, bande 1, la 
bande 2 correspond i une ImmunoprScipltatlon avec un 
sSrum non Immun). Les cellules InfectSes par VVhE7 

35 produlsent aussi une protSine cy toplasmique de 19-20 kDa 
spSctf iquement reconnue par I'antisSrum anti-E7 (fig. 7, 
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bande 3, la bande ^ correspond i ane Immunopreclpltat Ion 
ivec ua serum non itnmun) . 

Pour E5, aucun aatisfirum n'StanC dlsponlble, 
5 L ' Integration du bloc d'expression de E5 dans le virus de 
la vaccine est vgrifiSe par analyse de I'ADN selon la 
technique de Southern, 

Exemple 6 : Effet de la vaccination par VVhE6 et VVhE7 
10 sur le dSve loppement des tumeurs induites 

par HPV-16. 

Des groupes de rats femelles (Fisher) agSes de 
4 semaines sont vaccinfies par injection int radermale de 
^5 5.10^ ufp (dans 100 ^ll) des diffSrents virus 

recombinants. lis sont soumis I une injection de rappel 
avec la meme dose aprSs 12 jours. 

Sntre le 16e et le 17e jour, ils sont gprouvSs 
avec une lignSe obtenue par co-trans feet ion dans des 
cellules primaires de rat : (lign6e REDD- 

1) d'un plasraide coraportant le gSnome de HPV-16 sous 
contr61e du LTR de rStrovirus de Moloney (22) ; 

2) d'un plasmide codant pour un gSne de resistance I G418 
et pour EJ-RAS, qui ne transforme que des cellules 
de lignSes §tablies ou exprimant un gSne 
immortalisant • 

2 X 10** cellules sont injectSes dans un volume de 
30 200 nl de tampon MEM.BME sans sfirum par voie sous- 
cutanee . 

D'aprSs les figures 8 et 9. on fait lea constatations 
suivantes : 

35 



20 
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- les anlraaux tSraolns, non vaccinas, dSveloppent 
des tumears dgtectables 10 jours aprds 

I • inoculation des cellules cransEormSes (voir 
llgnes t Iretees) • 

5 

- les animaux vaccinSs avec VVhE6 ne developpent 
pas de tumeur dans 2 cas sur 7 (> 100 jours). 
Lorsque des Cumeurs apparaissenc , dans 3 cas leur 
dSveloppement est ralentl de fa(;on trSs 
significative ec pour 2 animaux I'apparition des 

10 

tumeurs est retardSe (24 et 34 Jours au lieu de 
10 jours), Enfln, dans deux cas, le dSve loppement 
des tumeurs est Identique I celui prSsentg par 
les anlraaux du lot tSmoln. 

15 

- les animaux vaccinSs avec VVhE7 ne dSveloppent 
pas de tumeur dans 3 cas sur 7 (> 100 jours). 
Dans les 4 autres cas, les tumeurs apparaissent 
d^s le lOe Jour, mais leur dSvelopperae nt est 

2^ slgntf icat Ivement retardg. 

\fin de tester les effets protecteurs de ces 
vaccinations, les animaux qui dans les deux lots n*ont 
pas dgveloppS de tumeurs sont repris et Sprouves 80 jours 
25 aprfts la premiere Spreuve d* inoculation avec 10 fols la 
dose Initiale, c'est-^-dire 2 x 10^ cellules. Dans de 
telles conditions d ' inoculation, des animaux tSmoins 
dSveloppent des tumeurs aprSs 4 Jours. 



30 - les animaux qui avaient gtS vaccinis par VVhE6 

dSveloppent des tumeurs de fa^on identique aux 
animaux tSmoins. 

- par contre, les animaux pr Salablement vacclnSs 
25 avec VVhE7 rafime dans ces conditions ne 

dfiveloppent pas de tumeurs (> 100 jours). 
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Ces resultats ainsi que les precedents mettent en avant le role important que jouent les 
antigenes E7 dans la protection centre le d^veloppcmcnt des tumeurs induites par HPV.16. 

Afin de verifier les r&ultats ci-dessus deux autres series d'experiences sont realisecs 
avec d'autres ligndes cellulaires. Des groupes de rats femelles agccs de 4 semaines sont 
vaccinees par injection intradermale des virus recombinants comme decrit prec&lemment. Les 
rats vaccines par les virus recombinants sont eprouv6s avec 2.10* ou lO* cellules primaires 
(lignee RE31) de rat preparees selon le protocole dterit preccdcmment. U nombre d'ammaux 
ayant rejet^ les tumeurs ou chez lesquels on observe un retard dans I'apparition de celles-ci 
est domie dans la premiere partic du tableau H (Premiere 6preuve). Dans ce tableau WO 
correspond k un virus de la vaccine recombinant temoin n'exprimant pas une proteme de 
HPV). Puis, des rats ayant rejet6 une premiere fois les tumeurs sont a nouveau epiouves mais 
en utilisant une concentration superieurc de cellules primaires (2.10' au lieu de 2.10* ou 10»). 
Le resultats obtenus sont pr^sentes dans la seconde partie du tableau H (Deuxieme epreuvc). 

TABLEAU n 



Virus 
20 recombinant 



25 



Rejet 



Retard dans I'apparition 
de la tumeur 



Total 



30 



Pn^mifere enreuve y-r inj,..ntion de 2x 10* cellules de la lipntee RE31 par rat 

VVhE6 ' 3/18 5/18 

WhE? 3/17 5/17 

WO 0/17 0/17 

PT^mifere .fepfeuve Tr^*^"" ^e itf de la limec RE31 par rat 

WhE6 7/20 1/20 

WhE7 5/20 0/20 

WO 1/20 0/20 

iv.mfeme enreuve p " '" f'-^'"" 2x10^ rr.llules de la lignde RE31 par rat 

WhE6 2/4 0/4 

WhE7 3/4 1/4 

WO 0/5 0/5 



8/18 
9/17 
0/17 

8/20 
5/20 
1/20 

2/4 
4/4 
0/5 



35 
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Dans une autre s6rie d 'experiences, les lignees de cellules primaires de rats, servant 
a eprouver les rats vaccinas, sont co-transfectees par : 

1) un plasmide comportant le genome de HPV-ie sous le controle de son proprc 
promoteur, 

5 2) un plasmide codant pour un gene de r&istance a G418 et pour EJ-RAS, qui ne 

transfoime que des cellules de lignees 6tablies ou cxprimant un g^ne immortalisant.' 
On obtient ainsi la lignee RE604. tableau m presente Ics resultats obtenus dans ccs 
conditions experimentales. 

10 TABLEAU m 

Epreuve par injection de 2x 10* cellules de la lignee RE604 par rat 

15 Rejet Retard dans Tapparition Total 

recombinant de la tumeur 

0/30 6/30 6/30 
20 VVhE7 7/40 10/40 17/40 
VVhE6/WhE7 0/10 2/10 2/IO 
0^0 0^ 

25 Us resultats de ces experiences mettent en avant le r61e important que jouent les antigenes 
E7 et E6 dans la protection contre le developpement des tumeuts induites par HPV-ie 

Dans toutes les lign^Ses cellulaires, I'expression de la piot^ine E7 est verifiee par 
immunopr&ipitation. L'action protectrice exerc6e par I'antigfene E7 n'est done pas dependante 
•jQ de la lign6e consider^e. 

Les souches suivantes ont 6t€ depos^ le 24 f^vrier 1989 a la collection 
Nationale de Cultures de Micioorganismes de I'lnstitut Pasteur (Paris) : 

- E. coli pTG2198 sous le n» 1-837. 
5 - E. coli pTG2199 sous le n" 1-838. 

- E. coli pTG3180 sous le n» 1-839. 
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REVENDICATIONS 

Composition pharmaceut ique caractfirisSe en ce qu'elle 
contlent I citre de prtncipe actif prSventif ou 
curatlf, au moins un poxvirus recombinant qui 
comporte une sequence d'ADN hStSrologue codant au 
moins pour la region essentielle d*une protfiine ' 
non structuraie d'un papillomavirus, ainsi que les 
SlSments de regulation assurant son expression dans 
les cellules supSrieures* 

Composition selon la re vendication 1» caractSris^e en 
ce que les el&ments de rggulation assurant 
I'expression de la sequence d'ADN hStfirologue 
coraportent un promoteur de la transcription du g5ne 
et une rSgion d'initiation de la traduction dans les 
cellules hdtes. 

Composition selon la re vendication 2, caractSrisSe en 
ce que la position -3 de la rfigion d'initiation de la 
traduction comporte un k ou un G» 

Composition selon I'une des revendlcat ions 13 3 
caractSrisSe en ce que le poxvirus est vivant ou 
tu€. 

Composition selon l*une des revendicat ions 113 
caractSrisSe en ce que ladlte s6quence d'ADN code 
pour I'une au moins des protSines prgcoces du virus 
liPV-16. 

Composition selon I'une des revendlcat ions 115 
caractSrisfie en ce que lesdltes protfilnes pr§coces 
sont choisie.s parml El, E2, E4, E5, E6 et E7. 

Comp sition selon la revendicat ion 6 caract6ris6e en 
ce que lesdltes protSines prficoces sont choisies 
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parmi E6, E7 et E5. 

9. Composition seLon la revetidtcat ion 7 caractSrisfie en 
ce que ladite protSine precoce est la protSine E7. 

5 

9. Composition selon la revendicat ion 7 caractSrisSe en 
ce que ladite protSine prScoce est la protSine E5 
done la sequence codante est reprSsentSe I la figure 6. 

10 Composition selon I'une des revendicat ions 

prScSdentes caractSrisie en ce que les sSquences 
d'ADN codant pour les protfiines prficoces d'un 
papillomavirus sont sous le contrSle d'un promoteur 
d'un gSne du poxvirus utilisS. 

15 

LL. Composition selon la revendicat ion 10 caractSrisSe en 
ce que le poxvirus est le virus de la vaccine. 

12. Composition selon la revendicat ion 10 caractSrisSe en 
20 ce que le promoteur est le promoteur du gSne de la 

protfiine 7,5 K du virus de la vaccine. 

Composition selon I'une des revendtca tions 1 3 12 
caractSrisfie en ce que les sSquences d*ADN codant 
pour les protSines pr£coces d*un papillomavirus sont 
clonfies ^ I'intSrieur d'un rSglon non essentielle du 
virus utilisS. 

14. Composition selon la revendicat ion 13 caractSrisSe en 
30 ce que la rSgion non essentielle est le gSne TK. 

15. Composition selon I'une des revendications 1 i 14 
caract6rls6e en ce que elle c mp rte un support 
pharmaceut iquement acceptable permettaat son 

35 administration par injection a I'h mme ou I 

1 ' animal • 
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